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論文内容の要旨
ピロカテカーゼは、酸素一分子を使って、基質カテコールの芳香環の酸化的開裂を行い、シス、シ
スームコン酸とする反応を触媒する、典型的な二原子酸素添加酵素(ジオキシゲナーゼ)である。
ピロカテカーゼは、すでに、 Brevibacterium p-13 、 Pseudomonas arvillac - 1 の三種の適応菌
から、精製されており、補欠分子族として、非へム型の三価鉄を結合していること、又、結合鉄の酵
素反応に対する寄与等が、研究きれ、結合三価鉄の荷電変化を中心とした酵素反応機構の仮説が提案
されている。
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本論文では、 Brevibacterium fuscum P -13 の生産するピロカテカーゼについて、精製と性質、
結合三価鉄を含む活性中心の構造、酵素一基質複合体の構造と性質について述べ、これらの結果に基
づいた新しい酵素反応機構の仮説を述べる。
(1) 酵素の精製と性質
Brevibacterium f uscum P -13のフェノール適応菌の湿菌体より、 Braun cell -homogenizer 
を使って細胞を破砕し、 DNase 処理を行い、粗抽出液を得た。続いて、硫安分画 (60-80%飽和)、
DEAE ーセルローズイオン交換クロマトグラフィ一、アルミナ Cy ゲル吸着クロマトグラフィー
により、 50倍の精製を行い、均一な酵素標品を得た。
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本酵素は、分子量、約63 ， 000、蛋白一分子当りーケの SH基をもち、同じくーケの非へム型三価鉄
を結合した単純蛋白であった。
本酵素は、 280mμ 、 420mμに吸収極大、 g =4.3 に ESR吸収シグナル、円二色性スペクトルは317
mμ 、 500mμ に負の谷のコットン効果を示した。
(2) アポピロカテカーゼについて
ピロカテカーゼは、基質アナローグである 4 位に強い電子吸引性置換基をもっヵテコール誘導体と、
酵素一基質アナローグ複合体を形成後、徐々に、結合三価鉄を失いアポ酵素となった。このようなカ
テコール類の能力を利用して、簡単な操作で、蛋白部分に損傷を受けていない。均一なアポ酵素を得
た。
このアポ酵素は、酵素活性はなく、二価鉄イオンと分子状酸素により、極めて早く、酵素活性をも
ったホロ酵素に、完全に再構成された。この反応に、三価鉄イオンは、無効であった。
この酸化的再構成反応のストイキオメトリーは、アポ酵素:二価鉄イオン:酸素=4 4 1 であ
った。
アポ酵素、再構成ホロ酵素及び、native酵素の比較より、ピロカテカーゼの可視部吸収、 g =4.3 の
ESR シグナル、可視部円二色性すべてが、酵素の活性中心にある非へム型結合三価鉄に由来するも
のであることが判明した。
(3) 酵素の活性中心の構造について
結合三価鉄を含む活性中心の構造の検討として、結合鉄の蛋白中の結合部位について調べた。
アポ酵素、ホロ酵素両者について、各種の化学修飾の実験を行い、結合鉄の結合部位の一つは、シ
スティン残基の SH基であり、ホロ酵素では S -Fe (III) 結合が存在することが明らかとなった。
又、第二の結合部位としてトリプトファン残基のインドール環の可能性が示唆され、荷電移動211錯体
様、の結合の可能性が強いことが考えられた。
(4) ピロカテカーゼの反応機構
ESRスペクトル、可視部吸収スペクトルによる、無酸素条件下での酵素一基質複合体 (E S-
Complex) 、及び酵素一基質アナローグ複合体 (ES' complex) の解析、基質特異性、カテコール類に
よる無機三価鉄イオンの還元能についての実験結果よハ、ピロカテカーセ、、のES complex は、下に示
す様な荷電移動型錯体の構造をしていることが判明した。
又、 ES complex 形成後の、酸表の結合、活性化は、基質より電子の移動をうけている結合三価鉄
によって、行われていることが強く示唆された。
以上の結果を総合して、次に示すような新しい反応機構仮説を提唱した。
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論文の審査結果の要旨
生体酸化環元反応には古< Wieland によって主唱された脱水素反応と、近時早石らにより見出きれ
た駿素添加反応すなわち分子状酸素が直接基質と結合する反応とがある。ピロカテカーゼは後者に属
する反応を触媒する酵素で、その反応様式は次の如くである。
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永見君は Brevibacterium fuscum の産生するピロカテカーゼの純化精製を行ない、この酵素の活
性中心の構造および反応機作に関する研究を行なった。この酵素が補欠分子族として非へム型三価鉄
を有することは巳に知られていたが、永見君は基質アナログ例えばプロトカテキン酸エチルが、定量
的に補欠分子族を放してアポ蛋白を成生すること、かくして得られたアポ蛋白に鉄イオンを添加する
ことにより、定量的にホロ酵素を再構成することを見出した。しかも再構成には三価鉄は無効で、あっ
て、二価鉄および、酸素が必要で、あるという興味ある事実を見出し、再構成反応の定量的関係がアポ蛋
白: Fe ++ : O2= 4 : 4 : 1 であることを示した。かくの如く、酵素分子中に唯 1 個含まれる鉄原子
が活性中心を形成することは論を侠たないが、之が蛋白鎖の SH基と結合していることを次の事実か
ら推論した。すなわち、強力な SH試薬である PCMB により、酵素、アポ蛋白、再構成酵素のいず
れにも 1 個の SH が定量されるに反し、結合 SH と反応し難い DTNB試薬によっては、アポ蛋白に
のみ 1 個の SHが定量される。すなわち、酵素中鉄は SH基と結合しており 再構成反応は次の如く
表わされる。 4 E -S H +4 F e ++ + O2一一→ 4E-S-Fe 山十 2 H20 
なお、種々のカテコール誘導体について反応性を検討の結果ベンゼン環置換基の電子吸引性が反応
性に重大な影響を持つことが判明した。すなわち、ベンゼン環の電子密度がカテコールより大なるも
ののみが基質として酸化を受け、より小なるものは基質となり得ず、酵素と複合体を形成後、徐々に
結合鉄を解離きせることが分った。結局反応機作として次の如き様式が呈出された。
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以上永見君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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